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университет, г. Витебск, Республика Беларусь
В статье представлены результаты оптимизации условий пробоподготовки, разра-
ботки и валидации методики количественного определения антраценпроизводных (фран-
гулин А, эмодин, хризофанол и фисцион) крушины ломкой коры, идентифицированных с 
помощью метода высокоэффективной жидкостной хроматографии. Обоснована целе-
сообразность проведения стандартизации данного вида лекарственного растительного 
сырья по эмодину. 
Экстракцию антраценпроизводных проводили спиртом этиловым 80 % в течение 
15 минут на кипящей водяной бане при соотношении сырья и экстрагента 1 : 25, кис-
лотный гидролиз их гликозидов – 0,05 мл кислоты хлористоводородной P в течение 30 
минут. Хроматографический анализ выполняли на обращено-фазовой колонке Zorbax 
Stable Bond в изократическом режиме элюирования подвижной фазы, состоящей из аце-
тонитрила и 0,01 М раствора калия дигидрофосфата, доведенного кислотой фосфор-
ной до рН 3,0 в соотношении 60 : 40 по объему.
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В результате разработана специфичная методика количественного определения 
антраценпроизводных крушины ломкой коры, которая валидирована по параметрам 
специфичности, линейности, правильности, точности, робастности, а также ста-
бильности растворов стандартного образца и полученных экстрактов. 
Ключевые слова: крушины ломкой кора, антраценпроизводные, высокоэффек-
тивная жидкостная хроматография, франгулин А, эмодин, хризофанол, фисцион.
ВВЕДЕНИЕ
В лечении кишечных функциональ-
ных нарушений широко используют сла-
бительные лекарственные средства расти-
тельного происхождения ввиду отсутствия 
у пациентов привыкания к ним и возмож-
ности их назначения для длительного при-
менения [1]. 
Слабительные свойства проявляют 
растения, содержащие антраценпроизвод-
ные. Одним их них является крушина лом-
кая (Frangula alnus Mill.), лекарственное 
растительное сырье которой применяют 
в виде отвара, а также в составе желудоч-
ных и слабительных сборов [2, 3]. Помимо 
этого, комплекс биологически активных 
веществ крушины ломкой коры обладает 
противовирусным [4], антибактериальным 
[5], противогрибковым [6] и антиоксидант-
ным эффектами [7]. 
Однако в области стандартизации дан-
ного вида лекарственного растительного 
сырья остаются нерешенные проблемы. 
В нормативной документации [8–10] для 
количественного анализа антраценпроиз-
водных описана спектрофотометрическая 
методика, имеющая, на наш взгляд, не-
достатки: трудоемкость пробоподготов-
ки (проведение экстракции, окисления 
восстановленных форм, кислотного ги-
дролиза, переэкстракции с образованием 
окрашенных фенолятов), многостадий-
ность (может приводить к потере анали-
зируемых веществ), недостаточно высокая 
специфичность и точность. 
Цель настоящего исследования – оп-
тимизировать условия пробоподготовки, 
разработать и валидировать методику ко-
личественного определения антраценпро-
изводных крушины ломкой коры с исполь-
зованием высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводили с помощью 
жидкостного хроматографа Agilent 1100 
(Agilent Technologies, США) в комплекте 
с системой подачи и дегазации на четыре 
растворителя G1311A, диодно-матричным 
детектором G1315B, термостатом колонок 
G1316A, устройством для автоматиче-
ского ввода образцов G1313A (для сбора 
данных, обработки хроматограмм, а также 
спектров поглощения использовали про-
грамму Agilent ChemStation for LC 3D) и 
жидкостного хроматографа Agilent 1260 
(Agilent Technologies, США) в комплекте 
с системой подачи и дегазации на четыре 
растворителя G5611A, диодно-матричным 
детектором G1315D, термостатом колонок 
G1316C, устройством для автоматическо-
го ввода образцов G5667A (для сбора дан-
ных, обработки хроматограмм, а также 
спектров поглощения использовали про-
грамму Agilent OpenLAB). 
Объектом исследования являлись три 
серии крушины ломкой коры (произво-
дитель ООО «Биотест», Республика Бе-
ларусь, серия 730617 и серия 140218; АО 
«Красногорсклексредства», Российская 
Федерация, серия 90918).
Для анализа использовали колон-
ки Zorbax Stable Bond (250 мм х 4,6 мм, 
5 мкм, Agilent Technologies, США), прово-
дя разделение в изократическом режиме. 
Подвижная фаза состояла из ацетонитрила 
(Biochem Chemopharma, Франция), а так-
же 0,01 М раствора калия дигидрофосфата 
(х.ч.), который был доведен кислотой фос-
форной (х.ч.) до рН 3,0 (в соотношении 
60 : 40 по объему). Скорость подвижной 
фазы составляла 1,0 мл/мин, температура 
колонки – 30 °С. Детектирование осущест-
вляли при длинах волн 435 и 515 нм. 
В исследовании использовали стан-
дартные образцы антраценпроизвод-
ных: франгулин А (3-((6-диокси-α-L-
маннопиранозил)окси)-1,8-дигидрокси-6-
метил-9,10-антрацендион, CAS [521-62-0], 
«Carl Roth», Германия, batch #159283137), 
эмодин (1,3,8-тригидрокси-6-метил-9,10-
антрацендион, CAS [518-82-1], «Cayman 
Chemical», США, batch #0472053), хри-
зофанол (1,8-дигидрокси-3-метил-9,10-
антрацендион, CAS [481-74-3], «Cayman 
Chemical», США, batch #0486299), фисцион 
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(1,8-дигидрокси-3-метоки-6-метил-9,10-
антрацендион, CAS [521-61-9], «Cayman 
Chemical», США, batch #0541710).
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При использовании спектрофотоме-
трической методики, представленной в 
Государственной фармакопее Республики 
Беларусь, количественное определение 
антраценпроизводных крушины ломкой 
коры проводят при длине волны 515 нм 
после предварительной экстракции, извле-
чения из полученного экстракта агликонов 
антраценпроизводных петролейным эфи-
ром, проведения окисления восстановлен-
ных форм раствором железа хлорида (III), 
а также кислотного гидролиза, экстракции 
агликонов диэтиловым эфиром и получе-
ния окрашенного раствора с магния ацета-
том [8].
Нами была выполнена пробоподго-
товка по фармакопейной методике, за ис-
ключением добавления магния ацетата на 
последней стадии. Методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии опре-
делено, что при длине волны 515 нм на 
хроматограмме извлечения пики веществ, 
относящиеся к антраценпроизводным, со-
ставляют лишь 18 % от суммы площадей 
пиков всех веществ, присутствующих на 
хроматограмме. Это видно из рисунка 1, 
где на хроматограмме идентифицирован 
по времени удерживания и сравнению 
спектра поглощения в ультрафиолетовой 
области со стандартным образцом эмодин. 
Остальные вещества – неидентифициро-
ванные фенольные соединения, которые 
не являются антраценпроизводными, од-
нако вносят значительный вклад в их ре-
зультат количественного определения по 
фармакопейной методике. 
Рисунок 1. – Хроматограмма извлечения из крушины ломкой коры, полученного 
после пробоподготовки, проведенной по фармакопейной методике, за исключением 
добавления магния ацетата, при длине волны 515 нм (1 – эмодин)
Таким образом, результаты количе-
ственного определения антраценпроиз-
водных крушины ломкой коры, получен-
ные по спектрофотометрической методике 
Государственной фармакопеи Республики 
Беларусь, являются завышенными. 
Помимо этого, при определении антра-
ценпроизводных по фармакопейной мето-
дике до проведения гидролиза их аглико-
ны удаляют петролейным эфиром и коли-
чественно не учитывают. На наш взгляд, 
методически это неправильно, так как в 
литературе имеются данные о потенциаль-
ном фармакологическом эффекте аглико-
нов антраценпроизводных [11]. 
Куркиным В.А. и соавт. определено, 
что доминирующим антрахиноном кру-
шины ломкой коры является франгулин 
А [12]. Ранее нами были определены оп-
тимальные условия его экстракции (спирт 
этиловый 80 % при соотношении сырья и 
экстрагента 1 : 25 в течение 15 минут на 
кипящей водяной бане) [13]. По време-
нам удерживания и сравнению спектров 
поглощения в ультрафиолетовой области 
веществ из крушины ломкой коры со стан-
дартными образцами, сопоставлением с 
литературными данными идентифициро-
ваны еще три антраценпроизводных: эмо-
дин, хризофанол, фисцион (рисунок 2). 
При разработке методики количе-
ственного определения было установлено, 
что в разных сериях исследуемого лекар-
ственного растительного сырья содержа-
ние франгулина А различается значитель-
но (до шести раз), ввиду чего целесообраз-
но проводить стандартизацию сырья по 
эмодину, который образуется как главный 
продукт кислотного гидролиза гликозидов 
антраценпроизводных. 
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На рисунке 3 представлена хромато-
грамма извлечения после кислотного ги-
дролиза.
Также нами установлены оптималь-
ные условия проведения кислотного ги-
дролиза. На рисунках 4 и 5 представлена 
зависимость содержания суммы антра-
ценпроизводных (франгулин А, эмодин, 
хризофанол и фисцион) от продолжитель-
ности проведения кислотного гидролиза и 
объема используемой для этого кислоты 
хлористоводородной P. 
1 – франгулин А, 2 – эмодин, 3 – хризофанол, 4 – фисцион
Рисунок 2. – Хроматограмма извлечения из крушины ломкой коры при длине волны 435 нм 
1 – франгулин А, 2 – эмодин, 3 – хризофанол, 4 – фисцион
Рисунок 3. – Хроматограмма извлечения из крушины ломкой коры после кислотного 
гидролиза при длине волны 435 нм
Рисунок 4. – Зависимость содержания суммы антраценпроизводных извлечения 
крушины ломкой коры от продолжительности проведения кислотного гидролиза 
(n = 3, P = 95 %)
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Таким образом, определено, что макси-
мальное содержание суммы антраценпро-
изводных в извлечении крушины ломкой 
коры отмечается при проведении кислотно-
го гидролиза в течение 30 минут и исполь-
зовании для этого 0,05 мл кислоты хлори-
стоводородной P. Поскольку дальнейшее 
увеличение данных параметров гидролиза 
приводит к заметному уменьшению коли-
чества анализируемых веществ, что, воз-
можно, связано с их деструкцией в таких 
условиях, в качестве оптимальных выбра-
ны условия гидролиза, при которых наблю-
дается наибольшее значение содержания 
суммы антраценпроизводных (0,05 мл кис-
лоты хлористоводородной P, 30 минут). 
Валидацию разработанной методики 
количественного определения антрацен-
производных крушины ломкой коры ме-
тодом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии проводили по параметрам 
специфичности, линейности, правильно-
сти, точности, робастности, стабильности 
растворов стандартного образца и полу-
ченных экстрактов [14, 15].
Специфичность методики подтверж-
дали совпадением времен удерживания и 
спектров поглощения пиков франгулина 
А, эмодина, хризофанола и фисциона на 
хроматограммах растворов стандартных 
образцов франгулина А, эмодина, хризо-
фанола и фисциона и испытуемых образ-
цов лекарственного растительного сырья 
и отсутствием пиков на хроматограмме 
используемого растворителя (спирт этило-
вый 80 %). Также для этого использовали 
параметр спектральной чистоты пиков в 
лекарственном растительном сырье (не ме-
нее 99,1 %), селективность (α > 1,1), коэф-
фициент разрешения пика эмодина от дру-
гих пиков на хроматограмме (Rs > 5,06). 
Помимо этого, оценивали эффективность 
разделения, которая по пику эмодина со-
ставила более 8 тысяч теоретических таре-
лок, хризофанола – более 9 тысяч теорети-
ческих тарелок, франгулина А – более 11 
тысяч теоретических тарелок. Коэффици-
енты асимметрии были около 0,64, 0,72 и 
0,95 соответственно.
Линейность методики устанавливали 
путем трехкратного построения градуиро-
вочного графика в диапазоне концентра-
ций раствора эмодина 1,95–1000 мкг/мл, 
который представлен на рисунке 6.
Таким образом, разработанная методи-
ка обладает удовлетворительной линейно-
стью, поскольку коэффициент корреляции 
в уравнении линейной регрессии состав-
лял 0,9998 (должен быть не менее 0,999), 
пересечение градуировочной прямой с 
осью ординат – 0,3 % (при критерии при-
емлемости не более 2,0 %).
Правильность разработанной методи-
ки подтверждали методом стандартных 
добавок. Результаты представлены в та-
блице 1. 
Методика является правильной, по-
скольку процент открываемости находил-
ся в пределах критерия приемлемости 
(95,0 – 105,0 %).
Рисунок 5. – Зависимость содержания суммы антраценпроизводных извлечения 
крушины ломкой коры от объема добавленной кислоты хлористоводородной P 
(n = 3, P = 95%)
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Точность методики определяли по 
параметрам сходимости и внутрилабора-
торной воспроизводимости. Сходимость 
проверяли, многократно повторяя мето-
дику определения на одном сырье одним 
и тем же аналитиком в один и тот же день 
(n = 6, Р = 95 %). Относительное стан-
дартное отклонение составило 1,1 %, что 
не превышает предельного значения кри-
терия приемлемости (2,0 %). Внутрилабо-
раторную воспроизводимость оценивали 
по результатам определений, проводимых 
двумя аналитиками в разные дни. Отно-
сительное стандартное отклонение соста-
вило 1,2 % (при критерии приемлемости 
не более 3,0 %). 
Робастность проверяли путем изме-
нения скорости потока подвижной фазы 
(1 ± 0,1 мл/мин), состава подвижной фазы 
(объемное содержание ацетонитрила 
60 ± 5), а также заменой колонки. Значения 
площадей пиков, полученные при хромато-
графировании растворов стандартного об-
разца эмодина при заданных измененных 
условиях, отличались от исходных данных 
не более чем на 1,0 % (при критерии при-
емлемости не более 2,0 %). 
Стабильность растворов стандартного 
образца эмодина и испытуемого раство-
ра определяли путем сравнения суммы 
площадей пиков антраценпроизводных и 
стандартного образца через равные проме-
жутки времени при хранении в течение 24 
часов при комнатной температуре. Умень-
шение содержания анализируемых ве-
ществ составило не более 1,6 % (критерий 
приемлемости – не более 2,0 %). Следо-
вательно, исследуемый раствор и раствор 
стандартного образца эмодина в течение 
24 часов стабильны. 
Таким образом, нами предлагается сле-
дующая методика количественного опре-
деления антраценпроизводных крушины 
ломкой коры: 0,200 г измельченной коры 
(180) помещают в герметично закрываю-
щийся стеклянный флакон, прибавляют 5,0 
мл спирта этилового 80 %, укупоривают и 
взвешивают на аналитических весах с точ-
ностью до 0,01 г. Далее помещают на ки-
пящую водяную баню и экстрагируют в те-
Рисунок 6. – Градуировочный график зависимости аналитического сигнала 
(площадь пика) от концентрации эмодина

















533,9 300,0 793,1 95,1 0,18
533,9 200,0 745,8 101,6 1,45
533,9 100,0 665,0 104,9 0,16
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чение 15 минут, периодически встряхивая, 
после чего охлаждают, центрифугируют. 
К 1,0 мл экстракта добавляют 0,05 мл кис-
лоты хлористоводородной P и нагревают 
в течение 30 минут на кипящей водяной 
бане. Затем охлаждают и взвешивают, при 
необходимости доводят до первоначаль-
ной массы спиртом этиловым 80 %, пере-
мешивают. Отбирают около 1 мл и центри-
фугируют в течение 5 минут. Переносят 
0,50 мл надосадочной жидкости в виалу и 
10 мкл инжектируют в хроматограф.
Приготовление раствора рабочего 
стандартного образца: 25,0 мг стандартно-
го образца эмодина растворяют в 25,0 мл 
спирта этилового 80 %.
Расчет количественного содержания 
антраценпроизводных (%) в пересчете на 
эмодин проводят по формуле:
𝑋𝑋𝑋𝑋 =
𝑆𝑆𝑆𝑆1 × 𝑚𝑚𝑚𝑚2 × 𝑉𝑉𝑉𝑉1 × 10000
𝑆𝑆𝑆𝑆2 × 𝑚𝑚𝑚𝑚1 × 𝑉𝑉𝑉𝑉2 × (100 −𝑊𝑊𝑊𝑊)
где S1 – сумма площадей пиков антра-
ценпроизводных на хроматограмме испы-
туемого образца;
S2 – площадь пика эмодина на хрома-
тограмме стандартного образца;
m1 – масса навески сырья, г;
m2 – масса эмодина в растворе стан-
дартного образца, г;
V1 – объем спирта этилового 80 %, 
взятый для экстракции антраценпроизвод-
ных из испытуемого образца, мл;
V2 – объем спирта этилового 80 %, взя-
тый для приготовления раствора стандарт-
ного образца, мл;
W – потеря в массе при высушива-
нии, %. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования установлено, что 
результаты количественного анализа кру-
шины ломкой коры, полученные по спек-
трофотометрической методике, представ-
ленной в Государственной фармакопее Ре-
спублики Беларусь, являются завышенны-
ми, поскольку антраценпроизводные при 
этом составляют лишь 18 % всех веществ, 
которые вносят вклад в результаты опре-
деления.
В лекарственном растительном сырье 
крушины ломкой идентифицированы ан-
траценпроизводные франгулин А, эмодин, 
хризофанол и фисцион. Эмодин является 
главным продуктом гидролиза гликози-
дов антраценпроизводных крушины лом-
кой коры, поэтому по нему целесообразно 
проводить стандартизацию. Обоснованы 
оптимальные условия проведения кис-
лотного гидролиза: продолжительность – 
30 минут, объем используемой кислоты 
хлористоводородной P – 0,05 мл. 
Разработана методика количествен-
ного определения антраценпроизводных 
крушины ломкой коры, которая заключа-
ется в экстракции антраценпроизводных 
спиртом этиловым 80 %, кислотном ги-
дролизе их гликозидов и анализе методом 
высокоэффективной жидкостной хромато-
графии. Доказано, что предложенная ме-
тодика является специфичной, линейной, 
правильной, точной и робастной, в связи с 
чем может быть использована при контро-
ле качества данного вида лекарственного 
растительного сырья.
SUMMARY
A. A. Romanyuk, D. V. Moiseev
DEVELOPMENT AND VALIDATION 
OF THE METHOD OF ANTHRACENE 
DERIVATIVES ASSAY IN ALDER 
BUCKTHORN BARK BY HPLC
The article presents the results of opti-
mizing the conditions of sample preparation, 
development and validation of anthracene de-
rivatives (frangulin A, emodin, сhrysophanol 
and physcione) assay in alder buckthorn bark 
identified by HPLC method. The expediency 
of standardizing this type of medicinal plant 
raw material as to emodin is substantiated.
Anthracene derivatives were extracted 
with 80 % ethanol for 15 minutes in a boiling 
water bath with the ratio of raw material and 
extractant 1 : 25, the acid hydrolysis of their 
glycosides was 0.05 ml of hydrochloric acid 
R for 30 minutes. Chromatographic analysis 
was performed on a reversed phase column 
Zorbax Stable Bond in the isocratic mode of 
the mobile phase elution consisting of ace-
tonitrile and 0,01 M potassium dihydrogen 
phosphate solution adjusted to pH 3,0 with 
phosphoric acid in a ratio of 60 : 40 to the 
volume.
As a result, a specific method of anthra-
cene derivatives assay of alder buckthorn 
bark which was validated by specificity, lin-
earity, precision, accuracy, robustness as well 
as the stability of standard sample solutions 
and extracts obtained was developed.
64
Вестник фармации №2 (88), 2020                                                                        Научные публикации
Keywords: alder buckthorn bark, anthra-
cene derivatives, high performance liquid 
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